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Automatisches Einf arbungsverf ahren und -vorrichtung 

Die mikroskopische Untersuchung von nicht gefarbten Zell- 
und GewebeprMparationen leidet oft an einem Fehlen von Kon- 
trast zwischen einzelnen Zellen und der Hintergrundmatrix 
Oder zwischen einzelnen Zellteilen. Urn diese Schwierigkeit 
zu beseitigen, sind bei der mikroskopischen Untersuchung 
von Geweben ttber ein Jahrhundert lang Farben (Farbemittel) , 
die von Zellen oder Teilen der Zellen unterschiedlich auf- 
genommen werden, verwendet worden. 

Wegen der Art und Weise, mit welcher Objekttrager mit Gewe- 
bepraparationen hergestellt werden (siehe Elias, J. "Immu- 
nohistopathology : A practical Approach to Diagnosis" ASCO 
Press, 1990, Seiten 3-4, for examples of such preparation) , 
konnen die Grofie und/oder der Ort einer Gewebeprobe auf .ei- 
nem Mikroskopobjekttrager betrachtlich innerhalb einer gro- 
lien Flache des Ob jekttragers variieren. Fur das Aufbringen 
eines Farbemittels an dem korrekten Ort auf einem Objekt- 
trager und fUr das Schaffen von SpUlen und anderen Manipu- 
lationsschritten in geeigneten Zeiten und richtigen Mengen, 
wurden bis vor kurzem alle derartigen Einf Srbevorgange von 
Hand durchgef uhrt . Es ist klar zu ersehen, daft jedoch mo- 
derne Laboratorien, die eine grolie Anzahl von Gewebeprapa- 
rationen untersuchen, es wunschenswert finden, den Einfar- 
bevorgang zu automatisieren . Demgemaft haben eine Anzahl von 
Herstellern eine Ausrustung ftir automatisches Einfarben von 
Gewebepraparationen auf Mikroskopobj ekttragern entwickelt. 



Beispielsweise ist in der US-PS Nr. 4,985,206 ein Apparat 
und ein Verfahren zum automatischen Aufbringen von Einf&r- 
bereagenzien auf einen diinnen Gewebeschnitt, der auf einen 
Mikroskopobjekttrager montiert ist, beschrieben. Der Appa- 
rat und das Verfahren verwenden ein einen Kanal definieren- 
des Element, das mit dem Mikroskopobjekttrager zusammenge- 
baut ist, urn eine Umhullung mit Kapillarabmessungen zu 
schaffen, in welche Fliissigkeiten injiziert werden konnen. 
Die Fliissigkeiten werden sequentiell dem Kapillarraum zuge- 
ftthrt, wobei das Zusetzen einer neuen Flussigkeit die vor- 
herige Fliissigkeit heraustreibt . Eine Anzahl dieser Bau- 
gruppen von Mikroskopobjekttragern und speziellen Abdeckun- 
gen kSnnen in einem Gestell an einem Apparat fur das auto- 
matisierte Zusetzen Fliissigkeiten plaziert sein. 

Ein weiterer automatisierter Immuno-Einf arbeapparat wird 
als Ventana 320™ bezeichnet, hergestellt von der Firma 
Ventana Medical Systems, Inc., Tucson, Arizona. Dieser Ap- 
parat bringt eine Flussigkeit, die als Liquid Coverslip™ 
bekannt ist, vor dem Zusetzen von Reagenz auf jeden Objekt- 
trager. Liquid Coverslip™ ist ein nicht-waflriges Material 
mit einer Dichte weniger als die von Wasser. Wenn ein in 
Wasser gelostes Reagenz auf einem Mikroskopobjekttrager 
aufgebracht wird, sinkt das Reagenz auf den Boden des Li- 
quid Coverslip™, urn sich uber die Oberflache des Objekt- 
tragers zu verbreiten. Objekttrager sind auf einem Karus- 
sell angeordnet, das unterhalb eines Ausgabekopf es zum Auf- 
bringen der Reagenzien oder Waschfluide dreht. 

Leica stellt einen automatischen Einf arbeautomaten her, der 
als Jung Histostainer Ig™ bekannt ist. Dies ist eine wei- 
tere Vorrichtung der Karussellbauart, aber Reagenzien wer- 
den durch einen Spriihvorgang anstatt durch Tropfen von 
Flussigkeit auf einen organischen Film aufgebracht. Der Ap- 
parat enthalt einen Permanent-Reagenzspruhkopf , der entlang 
einer einzigen Achse bewegt werden kann, urn einem Mikro- 
skopobjekttrager eine Spruhabdeckung zu schaffen, der auf 



dem rotierenden Trog liegt, wenn der Objekttrager in eine 
Position unterhalb des Kopfes gedreht worden ist. Ober- 
schussiges Reagenz wird durch eine Permanent-Reinigungsdiise 
entfernt, die Luft in einer Druckfront liber den Objekttra- 
ger blast, wodurch am Ende des Reagenz-Inkubationsschrittes 
uberschussige Flttssigkeit zwangsweise entfernt wird. 

Alle diese Apparate haben versucht, gewisse f einander ent- 
gegenstehende Ziele bei automatisierten Apparaten dieser 
Art zu losen. Beispielsweise ist es wiinschenswert, ein Mi- 
nimum von teuren oder toxischen Reagenzien zu verwenden, 
insbesondere Reagenzien, die beim Immun-Einf arben (bei- 
spielsweise AntikSrper oder andere Reagenzien biologischen 
Ursprungs) , verwendet werden, wobei sichergestellt wird, 
daft ein vollstandiges Abdecken des Mikroskopobjekttragers 
durch das Reagenz auftritt. Bei dem Spruhvorgang, auf den 
vorstehend zuletzt Bezug genommen wurde, wird jedoch ein 
Oberschuft an Reagenz verwendet, der entfernt werden muG, um 
eine zuf riedenstellende Abdeckung zu erzielen. Die anderen 
Techniken erfordern zusatzliche manipulative Schritte, wie 
beispielsweise die Verwendung einer von Hand auf zubauenden 
Abdeckung oder eines zusatzlichen fliissigen Reagenz, um ein 
sauberes Spriihen des Reagenz zu schaffen. Es ware wun- 
schenswert, einen automatischen Apparat zu haben, der ohne 
zusatzliche Manipulation regulare Mikroskopobjekttrager 
verwenden kann und der weder die Verwendung von Oberschuft- 
reagenz oder die Verwendung einer organischen Flussigkeit 
mit zusatzlicher Manipulation und Entf ernungsschritten er- 
fordert. Demgemafl sind weitere Entwicklungen notwendig, die 
es ermoglichen, dafi einzelne Objekttrager unterschiedlich 
in einem einzigen Probenvorgang behandelt werden und die 
einen automatisierten Vorgang, bei dem Reagenzien effizient 
verwendet werden, schaffen. 

Diese Aufgaben sind erzielt worden, indem ein automatischer 
Einf arbungsapparat geschaffen worden ist, der mit einem 
Halterahnien; einem Arm, der in drei Dimensionen bewegbar am 



Rahmen befestigt ist; Mitteln zuin Bewegen des Arms; einem 
am Arm angeordneten Hohlspitzenkopf ; Mitteln zum abwech- 
selnden ZufUhren von positivem oder negativem Gasdruck zum 
Hohlspitzenkopf; einer auswechselbaren Wasch-/Blasspitze 
mit einem Ausgangsschlitz im wesentlichen mit einer Lange 
gleich der Breite des Mikroskopobjekttragers , wobei die 
Wasch-/Blasspitze so ausgebildet ist, dali sie mittels einer 
vorgewahlten Bewegung des Arms an dem Hohlspitzenkopf lbs- 
bar befestigt ist; einem Wasch-/Blasspitzenhalter an einem 
ersten f eststehenden Ort am Rahmen; einem Reagenz-Aufbring- 
spitzenhalter an einem zweiten f eststehenden Ort am Rahmen 
zum Halten einer Reagenz-Aufbringspitze, wobei die Reagenz- 
Aufbringspitze so ausgebildet ist, dafl sie an dem Hohlspit- 
zenkopf durch eine vorgewahlte Bewegung des Arms losbar be- 
festigt ist; einem Reagenz-Behalterhalter an einem dritten 
f eststehenden Ort am Rahmen; einem Mikroskopob jekttrager- 
halter an einem vierten f eststehenden Ort am Rahmen, wobei 
der Mikroskopobjekttragerhalter so ausgebildet ist, daft er 
den Mikroskopobjekttrclger auswechselbar enthalten kann; und 
einer Steuerung zum Steuern der Bewegung des Arms zwischen 
den Orten, so daft der Spitzenkopf die Wasch-/Blasspitze 
oder die Reagenz-Aufbringspitze in Antwort auf die Bewegung 
des Arms, gesteuert durch die Steuerung, aufnimmt und an 
einen oder mehrere Orte bewegt, urn ein Reagenz in den Rea- 
genzbeh£lter aufzunehmen oder das Reagenz auf den Objekt- 
trager auszugeben oder ein Gas oder eine FlUssigkeit durch 
die Wasch-/Blasspitze uber dem Objekttrager auszugeben. 

Die Erfindung schafft auch verschiedene Subkomponenten des 
Apparates, die speziell fiir das Einfarben von Gewebe auf 
Objekttragern mit diesem Apparat ausgebildet sind. Eine 
Schlusselkomponente ist ein Wasch-/Blaskopf , der ein Hohl- 
korperelement mit einem Innenhohlraum aufweist, der zu- 
greifbar ist, wenn diese Teile gelost sind; ein linearer 
Ausgangsschlitz, der eine Fluidkommunikation zwischen dem 
Innenhohlraum und der Aulienumgebung, welche die Spitze urn- 
gibt f schafft, wobei der lineare Ausgangsschlitz im wesent- 



lichen eine Lange gleich der Breite des Mikroskopobjekttra- 
gers hat, mit dem die Spitze verwendet werden soli; und 
Mittel zum losbaren Befestigen des Hohlkdrperelementes an 
einem Hohlspitzenkopf in dem Apparat gemall der Erfindung 
und Schaffen eines Zugangs zu dem Innenhohlraum fttr eine 
Gas- oder Fliissigkeitszuf uhr durch den Spitzenkopf. 

Zusatzlich ftthrt der Apparat eine Technik zum Aufbringen 
von FSrbemittel auf GewebeprSparationen an unbekannten (ei- 
nem Instrument) Orten auf einzelnen Objekttragern, was fur 
den Apparat gemafi der vorliegenden Erfindung nicht spezi- 
fisch ist, sondern was an eine andere automatisierte Ausrii- 
stung oder an manuelle Vorgange angepaflt werden kann. Die- 
ses Verfahren umfaflt Aufbringen eines dttnnen Films aus Was- 
ser auf eine horizontale Oberflache eines Mikroskopobjekt- 
tragers und Aufbringen eines wasserloslichen Farbemittel- 
reagenz auf den Wasserfilm in einem Muster, das nicht aus- 
reicht, um den Objekttrager vollstandig abzudecken, wenn 
der Objekttrager trocken ist, wodurch das Reagenz durch den 
Film diffundiert, um im wesentlichen die gesamte Oberflache 
zu erreichen, auf der ein Gewebe liegt, wobei ein Minimal- 
volumen des Reagenz verwendet wird. 

Der Apparat wird nun zusammen mit seinem Betrieb beschrie- 
ben r wonach der Apparat und verschiedene Komponententeile 
im einzelnen anhand der Figuren beschrieben werden, die ei- 
nen Teil der vorliegenden Verof f entlichung bilden. 

Der Apparat gemaft der Erfindung hat einen Halterahmen, an 
welchem ein Arm in drei Richtungen bewegbar befestigt ist. 
Motoren oder andere Mittel zum Bewegen des Arms sind unter 
Steuerung eines Computers oder einer anderen elektronischen 
Steuervorrichtung vorgesehen, die ein Programmieren der Be- 
wegung des Arms zwischen unterschiedlichen Arbeitsorten an 
oder innerhalb des Halterahmens zul&fit. An dem Arm ist ein 
Hohlspitzenkopf angeordnet, so daft Flussigkeiten oder Luft 
durch den spitzen Kopf ausgegeben oder herausgezogen werden 



konnen, urn die verschiedenen Arbeitsvorgange, wie im fol- 
genden beschrieben, zu schaffen. 

In bevorzugten Ausftihrungsf ormen der Erfindung ist ein ein- 
zelner Hohlspitzenkopf vorgesehen, an welchem einzelne 
Spitzen mit unterschiedlichen Funktionen befestigt sind. 
Bei einer insbesondere vorzuziehenden Ausftihrungsf orm ist 
der Spitzenkopf so ausgebildet, daft er Wegwerf- (dispos- 
able)- Kunststof fpipettenspitzen aus Standardbehaltern auf- 
nehmen kann, in welchen diese Spitzen zugefuhrt werden 
(beispielsweise Katalog-Nr. 3510-R der Firma E&K Scientfic 
Products, Saratoga, Kalifornien) . Diese Wegwerf-Pipetten- 
spitzen werden derzeit in einem Behalter verkauft, der eine 
Basis der Spitze zum Einsetzen einer in der Hand gehaltenen 
Pipette durch eine Preftbewegung des Endes des Pipettenkor- 
pers in die Hohlspitze darstellt, wobei die Spitzen in ei- 
nem Feld angeordnet sind, so daft alle einzelnen Spitzen in 
dem Behalter fiir die Betriebsperson zuganglich sind. Wie 
aus der unten stehenden Beschreibung zu ersehen ist, kann 
die gleiche Standardbox mit Pipettenspitzen in dem Apparat 
gemaft der vorliegenden Erfindung v'erwendet werden. 

Ein Schliisselelement des Apparates gem&ft der Erfindung ist 
eine entfernbare Wasch-/Blasspitze mit einem Ausgangs- 
schritt, der liblicherweise gleich oder im wesentlichen eine 
gleiche Lange wie die Breite eines Mikroskopobjekttragers 
hat. Wenn der Schlitz nicht gleich der Breite eines Mikro- 
skopobjekttragers, der verwendet werden soli, ist, ist es 
vorzuziehen, daft der Schlitz etwas breiter als der Mikro- 
skopobjekttrager ist. Ein engerer Schlitz ist beim Entfer- 
nen von FlUssigkeit von der OberflSche des Mikroskopobjekt- 
tragers, wie im folgenden beschrieben, weniger effektiv. 
Die praktische Breite eines Schlitzes ist jedoch durch den 
Wunsch begrenzt, eine Anzahl von Mikroskopobjekttr^gern 
nahe nebeneinander in dem Apparat gemaft der Erfindung ange- 
ordnet zu haben, und urn weiterhin zu vermeiden, daft Puffer 
oder andere Waschlosungen, die auf einen Objekttrager durch 



die Spitze aufgebracht werden, verschwendet werden, Bei dern 
Blasvorgang, der iiberschiissige Wasch-/Puf f erlSsung ent- 
fernt, schafft der Ausgangsschlitz an der Wasch-/Blasspitze 
eine "Wand" aus Luft, die iiberschiissige Fliissigkeit von der 
Oberflache eines Mikroskopob jekttragers stdflt, wenn die 
Spitze und parallel zu einem Mikroskopobjekttrager gefuhrt 
wird (spater im einzelnen beschrieben) . Diese Wasch- 
/Blasspitze ist so ausgebildet, daft sie losbar an demselben 
Hohlspitzenkopf befestigt werden kann, an welchem die anbr- 
denbaren Pipettenspitzen befestigt sind.-Beide dieser Befe- 
stigungs- (und gegebenenf alls L5se-) Vorgange konnen durch 
eine vorgewahlte Bewegung des Arms durchgeflihrt werden, 
weitgehend auf eine gleiche Art und Weise, so daft, die Weg- 
werf-Pipettenspitzen nun an das Ende einer handbetatigten 
Pipette angeprelit und spater von dieser entfernt werden. 

Der Halterahmen des Apparates ist mit Haltern an festste- 
henden Orten am Halterahmen sowohl fur die Wasch- 
/Blasspitze als auch die Reagenzspitzen, neben anderen ent- 
fernbaren Teilen f vorgesehen. Somit erlaubt das Programmie- 
ren des Arms, damit dieser sich.zu einem bestimmten fest- 
stehenden Ort bewegt und eine vorgewahlte Bewegung oder ei- 
nen anderen vorstehend erorterten Betrieb durchfuhrt, daB 
die einzelnen Spitzen an dem Hohlspitzenkopf plaziert oder 
von diesem gelost werden. Ein Halter fiir einen Reagenzbe- 
halter (der Reagenzbehalter ist fur Farbemittel oder ver- 
schiedene zum Farbemittel zugehorige Losungen) und ein Mi- 
kroskopobjekttragerhalter sind ebenfalls auf einem Halte- 
rahmen an anderen f eststehenden Orten vorhanden. Auf diese 
Art und Weise konnen standardisierte Bewegungen des Arms in 
der Steuereinheit programmiert sein, so daft individuelle 
Mikroskopobjekttrager an spezifischen f eststehenden Orten 
in dem Mikroskopobjekttragerhalter mit Reagenz und/oder 
Waschfluids behandelt werden k5nnen, die von den Reagenzbe- 
haltern oder von Flussigkeiten, welche durch den Hohlspit- 
zenkopf am bewegbaren Arm zugefiihrt worden sind f erhalten 
worden sind. 





Bei einem typischen Betrieb des Apparates gemali der Erfin- 
dung sind mehrere Objekttrager , die jeder im allgemeinen an 
einem gewissen Ort auf ihrer Oberseite eine Gewebeprobe ha- 
ben, horizontal in einem Trog plaziert, der in den Apparat 
an einem f eststehenden Ort eingesetzt ist, ttblicherweise 
einem Ort, der Registerstif te hat, welche in Registerlocher 
in dem Trog passen (oder ahnliche Registermittel) , so dafi 
die einzelnen Mikroskopobjekttrager immer in derselben Re- 
lativposition auf dem Rahmen des Apparates angeordnet sind. 
Der Apparat ist fur das Behandeln der einzelnen Objekttra- 
ger geeignet programmiert und Reagenzien und Reagenzbehal- 
ter sind an ihren eigenen vorbestimmten Orten in dem Appa- 
rat auf die gleiche Art und Weise wie der Trog, wie vorste- 
hend beschrieben, plaziert. Reagenz-Applikationsspitzen 
sind ebenfalls zum Aufnehmen durch den bewegbaren Arm zur 
Verfugung gestellt. Beispielsweise kann eine Standardbox 
mit 1-ml-Pipettenspitzen in dem Apparat an ihrem vorherbe- 
stimmten Ort plaziert werden. 

Wenn erst einmal alle Komponenten an Ort und Stelle sind, 
fuhrt der Apparat die Schritte Applikation von Reagenz, In- 
kubation, Heizen (falls notwendig oder zweckmaftig) und Pro- 
bespulen durch, um den gewunschten Farbevorgang durchzufuh- 
ren. Bei einer typischen Betriebssequenz nimmt der beweg- 
bare Arm eine losbare Wasch-/Blasspitze mit einem schlitz- 
formigen Ausgang auf und auf jeden der Probenobjekttrager , 
die in einem bestimmten Zyklus behandelt werden, wird eine 
Puf f eriasung durch eine Flussigkeitszuf lihrleitung und ein 
Waschpuf ferreservoir, das iiber eine Zuf lihrleitung an dem 
Hohlspitzenkopf befestigt ist, aufgebracht. Der Apparat 
verwendet dann dieselbe Wasch-/Blasspitze zum Abblasen von 
uberschussigem Puffer von dem Objekttrager vor dem Zufuhren 
von Reagenz. Dies wird durchgef uhrt , indem Luft durch die 
Spitze geblasen wird, wahrend der Kopf entlang der Lange 
des Objekttragers lauft; aus dem Schlitz tritt eine "Wand" 
aus Luft aus und entfernt den liberschussigen Puffer von dem 
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Objekttrager, ohne daJ3 die Gewebeprobe abgetrennt wird. Auf 
dem Objekttrager wird eine geringe Menge Puffer belassen, 
die zu dem Ausbreiten des Reagenz beitragt. Die Wasch- 
/Blasspitze wird dann durch den automatisierten Arm in ih- 
ren Halter zuruckgefuhrt. 

Der Arm nimmt dann aus der Pipettenspitzenbox, die in den 
Reagenz-Applikationsspitzenhalter im Apparat eingesetzt 
worden ist, eine Einwegpipette heraus. Der Arm mit der 
daran befestigten Pipettenspitze nimmt aus einer Reagenzam- 
puile ein Reagenz auf, das auf einen Objekttrager oder eine 
Gruppe von Objekttragern aufgebracht werden soil. Mit dem 
Reagenz konnen gleichzeitig eine Anzahl von Objekttragern 
behandelt werden. Das Reagenz wird auf den Objekttrager in 
einem vorher bezeichneten Muster aufgebracht, das in Kombi- 
nation mit dem diinnen Fliissigkeitsf ilm auf dem Mikroskopob- 
jekttrager zusammenarbeitet , um ein Ausbreiten des Reagenz 
uber die gesamte Oberflache des Objekttragers, auf welchem 
das Gewebe befestigt sein kann, ausgebreitet wird. Der 
diinne Fliissigkeitsf ilm erm6glicht, daft weniger Reagenz ver- 
wendet werden kann als dies erforderlich ware, wenn kein 
Film- vorhanden ware, der zu dem Ausbreiten des Reagenz bei- 
tragt . 

Die Einwegpipettenspitze wird dann weggebrochen und der be- 
wegbare Arm nimmt die Wasch-/Blasspitze fur das Zusetzen 
von Puffer und nachf olgendem Wegblasen von ttberschussigem 
Puffer fur die nachste Gruppe von zu bearbeitenden Objekt- 
tragern auf, wahrend die ersten Gruppe von Objekttragern 
mit dem Reagenz inkubiert werden und danach wird die Wasch- 
/Blasspitze in ihren Halter zuruckgefuhrt. Der Arm nimmt 
dann die nachste zur Verfugung stehende Einwegpipettenspit- 
ze aus der Spitzenbox auf und wie zuvor wird Reagenz in die 
Spitze eingezogen und aufgebracht. Geeignete Schritte wer- 
den so lange wiederholt, bis alle Objekttrager mit Reagenz 
behandelt worden sind oder bis eine Reagenzinkubation been- 
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det ist, so dafi Reagenzien von den entsprechenden Objekt- 
tragern entfernt werden miissen. 

Wenn eine Reagenzinkubation beendet ist, werden die Objekt- 
trager gespult, wenn der bewegbare Arm wieder die Wasch- 
/Blas.spitze aufnimmt und es wird auf den Objekttrager Puf- 
fer aufgebracht, um den Hauptteil des Reagenz abzuspiilen. 
Der Wasch-/Blaskopf blast dann den uberschtissigen Puffer 
von dem Objekttrager und der Objekttrager wird ein zweites 
Mai, falls notwendig, mit dem liber die Leitung zur Verftt- 
gung stehenden Puffer gespult. Dieser Vorgang des SpUlens 
und Trocknens eines Objekttragers wird, wie notwendig, in 
Abhangigkeit von dem individuellen Farbemittel und dem 
zweckma/Jigen Vorgang zum Sptilen des Reagenz wiederholt. Der 
S teuermechani smus , im allgemeinen ein programmierbarer Com- 
puter, halt den Zeitablauf der unterschiedlichen Inkubati- 
onszeiten ein und wiederholt die vorstehenden Schritte, 
falls dies zweckmaftig ist, um Reagenz auf alle Objekttrager 
auf zubringen, die in den Trog eingesetzt worden sind. 

Ein spezielles Merkmal des Apparates gemafl der Erfindung, 
das eine effiziente Verwendung des Reagenz erlaubt, ist das 
Verfahren des Ausbreitens des Reagenz, wie vorstehend be- 
schrieben und wie weiter im einzelnen im folgenden be- 
schrieben. Wenn ein wallriges Standard-Farbereagenz auf ei- 
nen Glasobj ekttrager getropft wird, neigt das Reagenz dazu, 
an dem Ort zu bleiben, wo es aufgetropft ist, anstatt dafi 
es sich liber die gesamte Oberfiache des Objekttragers ver- 
breitet. Da der Ort des Gewebepraparats auf einem Objekt- 
trager unterschiedlich ist und von Objekttrager zu Objekt- 
trager nicht an demselben Ort liegt, muflte bei fruheren au- 
tomatisierten Vorg&ngen das Reagenz Uber die gesamte Fiache 
des Objekttragers aufgebracht werden. Obwohl dieses durch- 
gefuhrt werden konnte, indem eine relativ grofte Menge eines 
gelosten Reagenz aufgebracht wurde, erlauben nicht alle 
Einf arbevorgange die Verwendung eines gelosten Reagenz und 
einige Einf arbemittel sind so teuer, dafi das Aufbringen von 
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konzentriertem Reagenz auf den gesamten Objekttrager, ein- 
schliefilich der Flachen, wo kein Gewebe vorhanden ist f ein 
Hauptkostenfaktor des Vorganges ware. DemgemaQ wurde ein 
spezielles Aufbringsystem zur Verwendung in dem Apparat ge- 
maB der vorliegenden Erfindung geschaffen, dieses System 
kann im allgemeinen auf die hier beschriebene Art und Weise 
auch fur eine andere automatisierte Ausrustung verwendet 
werden . 

Der Objekttrager, auf welchen das Einf arbemittel aufge- 
bracht wird, wird zuerst mit einer wafirigen Waschlosung ge- 
waschen, ublicherweise einem Puffer, der ein oder mehrere 
Tenside enthalt, die die Oberf lachenspannung von Wasser 
verringern. Es ist jedoch nicht zuf riedenstellend, nur ei- 
nen Objekttrager mit einer walirigen Losung eines Tensids zu 
uberfluten, da ein konzentriertes Reagenz, welches auf den 
Objekttrager aufgebracht wird, nur auf dem Objekttrager 
verdunnt wird, DemgemaA ist die Wasch-/Blasspitze gemafl der 
Erfindung so gestaltet, dafc uberschUssiger Puffer von den 
gewaschenen Objekttragern abgeblasen werden kann, um einen 
dlinnen Film einer waftrigen LSsung zu erzeugen. Die Hohe des 
Wasch-/Blasspitzehschlitzausgangs iiber dem Mikroskopobjekt- 
trager, der Druck der Druckluft, die durch die Spitze aus- 
geblasen wird, und die Bewegungsgeschwindigkeit der Spitze 
sind so gewahlt, daft eine kontrollierte Menge Puffer auf 
dem Objekttrager verbleibt. Wenn zu viel Puffer bleibt, 
werden die Reagenzien, wie vorstehend erortert, verdttnnt 
und werden nicht korrekt arbeiten. Wenn zu wenig Puffer lib- 
rig bleibt, wird der Puffer vor dem Aufbringen von Reagenz 
verdampfen und die Reagenzien werden sich nicht ausbreiten. 
Spezifische Techniken fur das Steuern der Wasch-/Blasspitze 
zum Auswahlen der Puffermenge sind im folgenden beschrie- 
ben. 

Zusatzlich zu dem Puffer und zur Verwendung der Wasch- 
/Blasspitze, wie vorstehend beschrieben, schafft das Ver- 
fahren gemaft der Erfindung auch ein Ausgeben der Reagenzien 
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auf den Objekttrager in einem Muster, welches das Ausbrei- 
ten unterstutzt, Ein Muster ist so gewahlt, daB das Reagenz 
durch den Oberf lachenf ilm nicht tiber einen groBen Abstand 
diffundieren rnuB; beispielsweise kann ein gewundenes Auf- 
bringmuster gewahlt werden, so daB das Reagenz nicht mehr 
als ein Viertel (oder irgendein anderer Bruchteil) der 
Breite des Mikroskopobjekttragers diffundieren muB. Die 
Kombination aus Pufferfilm und Aufbringniuster (Ublicher- 
weise tropf enf drmig oder als ein Strom) stellt ein adMqua- 
tes Abdecken des Objekttragers ungeachtet des Ortes des Ge- 
webes sicher und ermoglicht , daB weniger Reagenz verwendet 
wird als dies bei Abwesenheit eines Oberf l£chenfilms erfor- 
derlich ware. Bei einem typischen Vorgang ist die zugesetz- 
te Reagenzmenge weniger als diejenige, welche erforderlich 
ware, urn den Objekttrager abzudecken, wenn auf dem Objekt- 
trager kein w^Briger Film vorhanden ware. 

Zusatzlich zu diesen allgemeinen Vorgangen und Komponenten 
der Erfindung kann der Apparat gemciB der Erfindung zusatz- 
liche Untersysteme, falls erforderlich, enthalten, wie bei- 
spielsweise Tropfpfannen, Heizblocke und andere Komponen- 
ten, die weiter unten im einzelnen beschrieben sind. 

Die nunmehr allgemein beschriebene Erfindung wird anhand 
der Figuren unter Verwendung gleicher Bezugszif f ern fur 
identische Teile, die in unterschiedlichen Ansichten der 
gleichen Ausf uhrungsf orm erscheinen oder Teile in unter- 
schiedlichen Ausfuhrungsformen, die identische Funktionen 
haben, verwendet, beschrieben. 

Fig. 1 zeigt eine erste Ausf uhrungsf orm der Erfindung in 
einer Draufsicht von oben, Um den bewegbaren Arm und andere 
Funktionsteile des Apparates sichtbar zu machen, ist die 
Fig. 1 ohne die ubliche Abdeckung dargestellt, die norma - 
lerweise die Oberseite des Apparates bilden wurde und mit 
den ubrigen Wanden dazu dient, die Funktionsteile und Mi- 
kroskopob jekttrager zu umschlieBen. In dieser Ansicht ist 
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die Vorderseite des Apparates 10 an der Unterseite der Fi- 
gur . 

In dieser Ansicht ist der bewegbare Arm 30 in der oberen 
linken Ecke (hinten links, horizontal gesehen) im Inneren 
des Halterahmens 20 zu sehen. Der Halterahmen 20 ist aus 
verschiedenen Komponenten, wie beispielsweise der Basis- 
platte 22 und Seitenplatten 24, gebildet, die eine Kabine 
bilden, welche die "Funktionsteile des Apparates 10 umgibt . 
Die verschiedenen Orte (und entsprechenden Teile des Appa- 
rates oder Materialien, welche in den Apparat an diesen Or- 
ten eingesetzt werden) sind auf der Basisplatte 22 sicht- 
bar. Der bewegbare Arm 30 wird die Vorgange des Apparates 
durchfiihren und ist in seiner Ausgangsposition in der ruck- 
Wartigen linke Ecke des Apparates zu sehen (oberer linker 
Teil in Fig. 1) . Etwas vor und rechts von der Arm-Ausgangs- 
position befindet sich ein Entwasserungsraum '26, der ein- 
fach ein Behalter ist, in welchen die Pipettenspitzen 90 
(spater beschrieben) weggeworfen werden. Der Entwasserungs- 
raum 26 kann mit einer Entwasserungsleitung zu einem Ab- 
fallbehalter versehen sein und ist auf jeden Fall aus sei- 
nem Standardort zum Wegwerfen der Spitzen (und wahlweisen 
Abziehen von gesammeltem Fluid) herausnehmbar . Dieser und 
andere Teile des Apparats sind so ausgebildet, dafc sie an 
einem speziellen Ort auf der Basisplatte 22 gehalten werden 
konnen, indem ineinander passende Vorsprunge und Aussparun- 
gen oder andere Mittel zum Anordnen des angegebenen Appa- 
ratteils auf der Basisplatte an einem f eststehenden Ort 
vorgesehen sind. 

Direkt vor dem Entwasserungsraum 26 befindet sich bei die- 
ser ersten Ausf uhrungsf orm der feststehende Ort fur den 
Reagenz-Applikationsspitzenhalter 100 (in dieser Ansicht 
nicht sichtbar) . Bei dieser ersten Ausf uhrungsf orm ist der 
Halter 100 so ausgebildet, dafi er eine Standard-Pipetten- 
spitzenbox 92, die ein Feld von Einwegpipettenspitzen 90 
enthalt, halten kann. Ein Beispiel fur einen geeigneten 
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Halter 100 fur Pipettenspitzen 90 (tatsSchlich flir die 
Spitzenbox 92) ist ein erhabener Teil auf der Basisplatte 
22, um welchen die Basis der . Pipettenbox 92 gut paflt. 

Rechts von der Pipettenspitzenbox 92 befindet sich ein Rea- 
genzbehalterhalter 120, bei dieser Ausfiihrungsform in Form 
eines Reagenzgestells . Das Reagenzgestell 120 kann entweder 
an der Basisplatte 22 befestigt sein oder es kann auf die 
vorstehend beschriebene Art und Weise so ausgebildet sein, 
dalJ es von der Basisplatte entfernbar ist, um die Reagenz- 
behalter 110 an einem bequemeren Ort zu laden. Das Reagenz- 
gestell ist so ausgebildet, dafi es von der Basisplatte an 
einem f eststehenden Ort und in einer f eststehenden Richtung 
gehalten wird, so dafi jeder vorgegebene Reagenzbehaiter im- 
mer in der gleichen Relativposition auf der Basisplatte 22 
sein wird. 

Direkt hinter dem Reagenzgestell 120 ist eine Wasch- 
/Blasspitze 70 und ihr Halter 80. Unterhalb des Halters 80 
befindet sich eine Tropfpfanne 28 , die an einen externen 
Abflufi angeschlossen sein kann oder nur herausnehmbar aus- 
gebildet ist, um die Waschf ltissigkeiten, die von der Spitze 
70 abtropfen konnen, wenn diese in ihrem Halter 80 vorhan- 
den ist, zu entfernen. 

Rechts vom Wasch-/Blasspitzenhalter 80 und dem Reagenzge- 
stell 120 befinden sich vier 10-Wannen-Mikroskopobj ekttra- 
gertroge 140. Jeder Trog 140 ist an einem f eststehenden Ort 
und in einer f eststehenden Ausrichtung, bezogen auf die Ba- 
sisplatte 22, und den Rest des Rahmens gehalten, so daG je- 
der Mikroskopobjekttrager, der in einer Wanne gehalten ist, 
sich an einem f eststehenden Ort, bezogen auf die Basisplat- 
te 22, befindet. Durch die offenen Bodenflachen der Wannen 
der Troge 140 sind Heizblbcke 200 und Tropfpfannen 210 zu 
sehen; diese Komponenten werden in spateren Figuren im ein- 
zelnen beschrieben. 
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Der bewegbare Arm 30 wird zu unterschiedlichen Orten Uber 
der Basisplatte 22 durch die Wirkung unterschiedlicher Mo- 
toren bewegt, die kombiniert mit den Gleitschienen arbei- 
ten, urn den Arm 30 prazise an seinem gewunschten Ort inner- 
halb des Rahmens 20 zu positionieren, urn die hier beschrie- 
benen Vorg^nge durchzuftihren . In der Figur ist an der Ober- 
seite der Figur die X-Achsenschiene 32 sichtbar, bei dieser 
Ausfuhrungsform ist die X-Achse die langere Horizontal- 
Hauptachse des Apparates. In der Figur ist eine einzige X- 
Achsenschiene 32 gezeigt, die an beiden Enden auf Lagerwel- 
len und -biigeln 34a (linker Btigel) und 34b (rechter BUgel 
und Welle) gelagert ist. Die Y-Achse ist die kiirzere hori- 
zontale Hauptachse der gezeigten Ausfiihrungsf orm. Bei die- 
sen Ausf uhrungsf ormen wird ein Schrittmotor unter Steuerung 
des Computers oder eines anderen Steuergerates (spater be- 
schrieben) verwendet. Ein Teil einer Motorhalterung 33 1 fur 
den X-Achsenmotor 33 ist in dieser Figur zu sehen. Die La- 
gerwellen 34 1 und Lagerhalterungen 34 1 sind ebenfalls als 
Teil der Y-Achsenschiene sichtbar. Die Z-Achse bei dieser 
Ausfiihrungsf orm ist die orthogonale Vertikalachse und liegt 
rechtwinklig zur Zeichenebene der Fig. 1. 

In einer bevorzugt arbeitenden Ausfuhrungsform, waren fle- 
xible Elektronikleitungen und Leitungen (Luft- und FlUssig- 
keitszuf uhrleitungen) in dieser Figur sichtbar, die von dem 
bewegbaren Arm 30 zu geeigneten Fluidvorratsbehaltern Oder 
elektronischer Steuerausrustung fiihren wiirden. Diese Lei- 
tungen sind in der Fig. 1 der Klarheit wegen nicht gezeigt, 
aber sie werden spater anhand der spezifischen Teile des 
Apparates beschrieben. Diese Zuf uhrleitungen sind ausrei- 
chend lang und flexibel, urn den bewegbaren Arm 30 in die 
Lage zu versetzen, dafl er einen leichten Zugang zu jedem 
Ort innerhalb des Betriebsraumes hat, der erforderlich ist, 
um die Vorgange des Apparates auszufuhren. Die verschiede- 
nen Zuf uhrleitungen werden ublicherweise im oberen Teil des 
Innenraums des Halterahmens 20 gehalten, typischerweise un- 
ter Verwendung eines elastischen Haltebiigels, der an den 



Zufuhrleitungen und an unterschiedlichen Orten des Halte- 
rahmens befestigt ist. 

Die gleiche Ausfiihrungsform 10 gemali Fig. 1 ist in der Fig. 
2 gezeigt. In dieser Vorderansicht der ersten Ausfuhrungs- 
form der Erfindung ist der bewegbare Arm 30 an vier unter- 
schiedlichen Orten gezeigt (das heifct Fig. 2 zeigt nicht 
vier separate bewegbare Anne, sondern nur vier Orte fur ei- 
nen einzigen Arm) . Die am weitesten. links liegende Position 
des Arms 30 ist einfach die Ausgangsposition, in welche der 
Arm zuruckkehrt, wenn er nicht gebraucht wird, und die so 
gewahlt ist, dafc sie ein Minimum an Storungen mit anderen 
Vorgangen verursacht, wie beispielsweise Einsetzen der Mi- 
kroskopobjekttrager Oder Wegwerfpipettenspitzen in das ka- 
binenartige Innere des Rahmens 20. Die zweite Position des 
Rahmens 30, die in der Fig. 2 gezeigt ist, ist der Ort zum 
Aufnehmen der auswechselbaren Wasch-/Blasspitze 70, die in 
ihrem Wasch-/Blasspitzenhalter 80 an einem f estliegenden 
Ort am Halterahmen 20 gehalten wird. Der Doppelpfeil auf 
der Z-Schiene 36 zeigt an, daft der bewegbare Arm 30 an die- 
sem Ort nach unten bewegt wird, so daft der hohle Spitzen- 
kopf 40 in den Stiel des Wasch-/Blaskopf es 70 eingesetzt 
wird. Der Wasch-/Blasspitzenhalter 80 ist so ausgebildet, 
dafi er die Wasch-/Blasspitze 70 umgibt und halt, so daft 
eine Auf wartsbewegung des Armes den Spitzenkopf 40 von der 
Spitze 70 entfernt, wenn die Spitze in ihrer normalen Ruhe- 
position ist. Die Vorderseite des Wasch-/Blasspitzenhalters 
80 ist jedoch offen, so dafi eine Nachvornebewegung des Arms 
30 die Spitze 70 von Halter 80 lost. 

Nachdem die Wasch-/Blasspitze 70 nach vorne bewegt worden 
ist und aus ihrem Halter 80 geiast worden ist, wird der be- 
wegbare. Arm 30 nach oben bewegt, so dafl die Spitze 70 ober- 
halb jedes st6rehden Teils des Apparates ist, und die 
Wasch-/Blasspitze 70 wird an einen geeigneten Ort bewegt, 
w&hrend die Spitze in der angehobenen Position ist, wie 
dies in der dritten Position des bewegbaren Arms mit einem 
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Doppelpfeil auf der Z-Schiene 36 dargestellt ist. Wenn der 
bewegbare Arm den geeigneten Ort oberhalb eines vorgewahl- 
ten Mikroskopobjekttragers erreicht, wie dies in der vier- 
ten Position des bewegbaren Arms 30 dargestellt ist, wird 
der Arm wieder abgesenkt, urn die Wasch-/Blasspitze auf ei- 
ner geeigneten Hohe oberhalb des gewahlten Mikroskopobjekt- 
tragers zu positionieren. Bei einer bevorzugten Ausfuh- 
rungsform ist die Spitze 70 an einem Ende (beispielsweise 
dem vorderen Ende) des Mikroskopobjekttragers 130 positio- 
niert und ein Puffer oder eine Waschf liissigkeit wird uber 
die Fllissigkeitszufuhrleitung 62 (in dieser Figur nicht 
sichtbar; siehe Fig. 12) zugeftthrt, wenn die Spitze 70 in 
einem einzelnen Lauf zu der Ruckseite des Mikroskopobjekt- 
tragers 130 bewegt wird. Falls gewunscht, kann der Bias- 
trockenvorgang dann an dem selben Objekttrager durchgefiihrt 
werden, indem uber eine Luf tzuf Uhrleitung Druckluft zuge- 
fuhrt wird, wenn die Spitze 70 in die vordere Position des 
Mikroskopobjekttragers 130 zuriick bewegt wird. Es ist je- 
doch auch moglich und bei einigen Ausfuhrungsf ormen vorzu- 
Ziehen, die Spitze 70 zu einem zweiten Mikroskopobj ekttra- 
ger zu bewegen, urn Puffer zuzusetzen, so daft der Puffer, 
der dem ersten Mikroskopobjekttrager zugesetzt ist, auf dem 
Objekttrager fur eine vorgewahlte Zeitspanne vor dem Ent- 
fernen verbleiben kann. Nachdem Puffer einer vorgewahlten 
Anzahl von Objekttragern zugesetzt worden ist, wird der be- 
wegbare Arm 30 zu dem ersten Objekttrager der Gruppe riick- 
gefiihrt und der Blasvorgang kann beginnen. 

Nach Beendigung eines Waschzyklus auf die beschriebene Art 
und Weise, wird der bewegbare Arm 30 in die Auf nahmeposi- 
tion zuruckgeflihrt, die an dem zweiten Ort des bewegbaren 
Arms gezeigt ist, und die Wasch-/Blasspitze 70 wird von dem 
Hohlspitzenkopf 40 entfernt, indem der Arm 30 auf die ge- 
eignete Hohe vor dem Wasch-/Blasspitzenhalter 80 abgesenkt 
wird, die Wasch-/Blasspitze 70 im Halter 80 bewegt wird und 
der Arm 30 so angehoben wird, daft die Spitze 70 im Halter 
80 zuruckgehalten wird. Der bewegbare Arm 30 steht dann fur 
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andere Vorgange, wie im folgenden beschrieben, zur Verfii- 
gung. 

Der Halter 80 ist so ausgebildet, dafl er die Spitze 70 eng 
in einer einzigen, feststehenden Position halt. Obwohl dies 
auf verschiedene Art und Weisen durchgefuhrt werden kann, 
zeigen die Fig. 1 und 2 eine Ausftihrungsf orm, bei der der 
Hals der Spitze 70 (siehe Fig. 6 fur detaillierte Ansichten 
der Wasch-/Blasspitze 70) eng in einem Prelipassungssegment 
gehalten ist, das den oberen Teil des Halters 80 bildet. 
Das Prefipassungssegment halt den Stiel der Spitze 70 eng 
umfafit und verhindert, daft er in Richtung nach oben ent- 
fernt wird, erlaubt jedoch ein Herausnehmen in einer Rich- 
tung nach vorne. Auf diese Art und Weise kann der bewegbare 
Arm 30 zum Halter 80 zuriickkehren und stellt immer den 
Stiel der Spitze 70 zur weiteren Aufnahme und zur weiteren 
Verwendung zur Verfugung. 

Fig. 3 ist eine weitere Vorderansicht derselben Ausfuh- 
rungsform wie in den Fig. 1 und 2 gezeigt, in welcher wie- 
derum der bewegbar Arm an mehreren Orten dargestellt ist, 
urn die Positionierung des einzelnen bewegbaren Armes fur 
unterschiedliche Reagenzaufbringvorgange zu zeigen. Wieder- 
um und wie in der Fig. 2 gezeigt, ist die am weitesten 
links liegende Position die Ausgangsposition des Arms 30. 
Die zweite Position zeigt den Arm 30 an einem Ort oberhalb 
einer Pipettenspitze 90 in einer Standard-Pipettenspitzen- 
box 92, die auf der Basis 100 positioniert ist (Reagenzauf- 
bring-Spitzenhalter) . Das Absenken des bewegbaren Armes 30 
druckt den Hohlspitzenkopf 40 in eine Reagenzauf bringspitze 
90 (hier eine Wegwerfpipettenspitze) , wobei die Pipetten- 
spitze an einem Hohlspitzenkopf 40 durch eine PreJlfassung 
auf die gleiche Art und Weise gehalten wird, wie Spitzen 
derzeit an handbetatigten Mehrf achpipetten verwendet wer- 
den. Der bewegbare Arm 30 wird dann angehoben und in die 
dritte Armposition, die in der Fig. 3 gezeigt ist, bewegt, 
in welcher die Pipettenspitze in einen Reagenzbehalter 110 
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abgesenkt wird, der an einem festen Ort durch einen Rea- 
genzbehalterhalter 120 gehalten ist. Durch Zufuhren von ne- 
gativem Druck durch die Pipettenspitze wird Reagenz in die 
Wegwerfpipettenspitze 90 eingesogen, urn auf die passenden 
Mikroskopobjekttrager aufgebracht zu werden. Ein abgemesse- 
nes Voiumen des Reagenz wird angesogen, indem der Hohlspit- 
ze 40 ein Luf tunterdruck zugefiihrt wird (das heiflt es wird 
durch die Hohlspitze 40 Luft angesogen) . Obwohl ein Apparat 
gemaii der Erfindung ein Element aufweisen kann, das spezi- 
ell fur diesen Vorgang konzipiert ist, verwendet die Aus- 
fiihrungsform, die in den Fig. 1 bis 3 gezeigt ist, ein 
Standard-Flussigkeitsausgabesystem und die Flussigkeit, 
welche sich in der Zuf uhrleitung befindet, wirkt als ein 
Kolben zum Ansaugen eines spezifischen Volumens Luft und 
somit Ansaugen spezifischer Voiumina von Reagenz in die 
Reagenzspitze 90, Dieser Teil des Apparates ist im einzel- 
nen in Fig. 12 gezeigt. Die Reagenzspitze 90 wird dann, wie 
zuvor angehoben und wie dargestellt, in die vierte Kopfpo- 
sition in angehobenem Zustand an einen passenden Ort ober- 
halb eines vorgewahlten Mikroskopob j ekttragers bewegt. An 
der vorgewahlten Position, die als funfte Position des be- 
wegbaren Arms 30 dargestellt ist, wird die Reagenzspitze 90 
abgesenkt und Reagenz wird auf den Objekttrager wiederum 
unter Verwendung des kommerziellen Flussigkeitsabgabesy- 
stems, wie in der Fig. 12 gezeigt, aufgebracht und die in 
der Zuf uhrleitung befindliche Fliissigkeit wirkt als ein 
Kolben. Reagenz kann auf einen einzelnen Mikroskopobjekt- 
trager 130 aufgebracht werden oder kleine Menge des Reagenz 
in der Spitze 90 konnen auf unterschiedliche Mikroskopob- 
jekttrager aufgebracht werden. 

Nachdem das Reagenz dem letzten Objekttrager zugesetzt wor- 
den ist, wird der bewegbare Arm 30 in eine Position ober- 
halb des Entw^sserungsraums 26 rQckgefuhrt und ein Hubma- 
gnet, der an dem bewegbaren Arm 30 angeordnet ist, laftt die 
Reagenzspitze 90 in den Entwasserungsraum 26 fur eine spa- 



tere Entfernung frei. Die Funktionsweise des Hubmagneten 
wircl in spateren Figuren beschrieben. 

Nach dem Wegwerfen der Reagenzaufbringspitze 90 steht der 
Hohlspitzenkopf 40 wieder fUr weitere Vorgange zur Verfu- 
gung . 

Fig. 4 ist eine Reihe von drei Ansichten des bewegbaren 
Arms 30. In der Draufsicht wird der Arm 30 etwas durch die 
X-Achsenschiene 32 versperrt. Ein Teil des Arms 30, der an 
der Unterseite der Draufsicht sichtbar ist, hat jedoch ei- 
nen Hubmagneten 42, der fur das Wegwerfen der Spitze ver- 
wendet wird. 

In der Vorderansicht der Fig. 4 sind die Z-Schiene 36 und 
der Z-Schieber 38 zu sehen, der entlang der Schiene 36 un- 
ter Steuerung des Z-Achsenmotors 39 fahrt, der in der Sei- 
tenansicht der Fig. 4C sichtbar ist. Die Seitenansicht 4C 
zeigt auch den X-Achsenmotor 41, zusammen mit der X-Schiene 
32. 

Die • Funktionsweise des Spitzenf reigabe-Hubmagneten 42 ist 
aus der Seitenansicht der Fig. 4 am besten zu ersehen, da 
die Aktivierung des Hubmagneten bewirkt, daft das Schieber- 
element 43 nach unten bewegt wird, wodurch eine gehaltene 
Spitze vom Ende des Spitzenkopf es 40 weggedriickt wird. Der 
Schieber 43 kehrt dann in seine Normalposition (wie in die- 
ser Figur gezeigt) zuruck, so daft eine weitere Spitze am 
Spitzenkopf 40 plaziert werden kann. 

Fig. 5 zeigt drei Ansichten des bewegbaren Arms 30, wobei 
die mittlere Ansicht den Hohlspitzenkopf 40 ohne am Kopf 
prasente Spitze zeigt. In der gezeigteh Ausf uhrungsf orm hat 
der Spitzenkopf 40 drei unterschiedliche Durchmesser an un- 
terschiedlichen Orten, namlich ein Segment 40a, das ausrei- 
chend groft ist, urn als ein Anschlag zu dienen, wenn eine 
Reagenzspitze 90 am Spitzenkopf 40 durch eine Preftpassung 
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befestigt wird, einen mittleren Abschnitt 40b, der als 
Preftpassungsort fur die Reagenzaufbringspitze 90 wirkt, und 
ein Segment 40c mit kleinerem Durchmesser am Ende des Spit- 
zenkopfes 40, das so bemessen ist, dafl es mit der Wasch- 
/Blasspitze zusammenpafit . Somit wird, wie in der am weite- 
sten rechts liegenden Ansicht des Armes 30 in Fig. 5 ge- 
zeigt, der Hohlspitzenkopf 40 nur so weit wie das Segment 
40c in die Wasch-/Blasspitze 70 eingesetzt, wahrend die am 
weitesten links liegende Ansicht in der Fig. 5 den Hohl- 
spitzenkopf 40 in eine Wegwerfpipettenspitze 90 so weit als 
die Teilungslinie zwischen Segment 40a und 40b liegt, ein- 
gesetzt ist. Somit wird die Reagenzaufbringspitze 90 her- 
ausgeworfen, wenn der Hubmagnet 42 den Hohlspitzenkopf 40 
soweit nach unten wie das Segment 40b bewegt, wobei der 
Hubmagnetgleitring (in dieser Ansicht nicht sichtbar) ein- 
fach die Pipettenspitze 90 vom Ende des Hohlspitzenkopf es 
40 abtritt. Der Hubmagnet 42 wird nicht dazu verwendet, den 
Wasch-/Blaskopf 70 zu entfernen, da das Entfernen einer 
wieder verwendbaren Spitze auf diese Art und Weise kein 
leichtes Aufnehmen zuiaiit. Statt dessen wird die wieder 
verwendbare Spitze 70 durch Einsetzen in einen Halter, wie 
vorstehend beschrieben, herausgenommen . Bei bevorzugten 
Ausf uhrungsf ormen der Erfindung wird der Hubmagnet-Ldseme- 
chanismus, wie vorstehend beschrieben, im allgemeinen far 
Einwegspitzen verwendet, wahrend die Prefipassung und der 
spezifisch gestaltete Halter fur wieder verwendbare Spitzen 
verwendet wird, so dali solche Spitzen fur weitere Verwen- 
dung in einer sauberen Ausrichtung gehalten werden. 

Fig. 6 zeigt eine Reihe von drei detaillierten Ansichten 
der Wasch-/Blasspitze 70. In der Vorderansicht der Fig. 6 
werden durchgezogene Linien dazu verwendet, die Auflenfla- 
chen anzugeben und gestrichelte Linien werden dazu verwen- 
det, die innen liegenden Flachen anzugeben. 

In der Seitenansicht im Schnitt gem&G Fig. 6A ist der In- 
nenhohlraum des Spitzenkopf es 70 sichtbar sowie die Ausbil- 
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dung des Spitzenkopf es 70 aus drei Teilen. Vorzugsweise ist 
der Spitzenkopf aus wenigstens zwei Teilen gebildet, so daft 
der Innenhohlraum fur Reinigung zuganglich ist. Bei der in 
der Fig. 6 gezeigten Ausf lihrungsf orm sind drei Teile vor- 
handen: ein Stiel 72, ein Kopf 74 und ein Preflpassungsver- 
bindungssttick 76. Der Stiel 72 ist speziell so ausgebildet, 
daft er losbar vom Halter 80 gehalten werden kann, wie dies 
vorstehend beschrieben ist. An der Oberseite des Stiels 72 
ist eine vorstehende Rippe 73 vorgesehen, die in Kombina- 
tion mit dem Kopf 74 dazu dient, als oberer bzw. unterer 
Anschlag zu dienen, wenn der Stiel 72 in den Halter 80 ge- 
preflt wird, wie dies vorstehend bei der Beschreibung der 
Funktionsweise der Wasch-/Blasspitze anhand der Fig. 2 be- 
schrieben worden ist. 

Der Innenhohlraum der Spitze 70 ist nicht auf die darge- 
stellte spezifische Form begrenzt, obwohl gewisse Vorteile 
im Hinblick auf Aspekte dieses Innenraums und der Schlitz- 
form, wie im folgenden beschrieben, erzielt werden. Im all- 
gemeinen kann der Innenhohlraum 77 des Kopfes signifikant 
beziiglich seiner Form variieren, solange ein ausreichender 
Zugang fUr leichtes Stromen von Fluid in den Innenraum 77 
geschaffen ist, so daft sich keine Druckunterschiede aufbau- 
en und einen unterschiedlichen Ausgang von Luft oder Fliis- 
sigkeit durch den Ausgangsschlitz 79 verursachen. Der Aus- 
gangsschlitz 79 ist im allgemeinen an der am weitesten un- 
ten liegenden Flache der Spitze 70 gelegen und ist vorzugs- 
weise ein linearer Ausgangsschlitz mit einer Lange im we- 
sentlichen gleich der Breite eines Standard-Mikroskopob- 
jekttragers des Typs, der fur die Verwendung fur eine vor- 
gegebene Zeit ausgewahlt worden ist. Da es unterschiedliche 
Groften von Mikroskopob jekttr^gern gibt, konnen unterschied- 
liche Wasch-/Blasspitzen 70 fur jeden dieser Mikroskopob- 
jekttrager hergestellt werden. 

Wie in der Seitenansicht im Schnitt in der Fig. 6 gezeigt, 
ist die Bahn 78 zwischen Innenhohlraum 77 und Ausgangs- 



- 22 - 




schlitz 79 vorzugsweise so vorgesehen, daB der Luftaus- 
gangsschlitz 79 in einem Winkel zur Vertikalen austritt. 
Durch Vorsehen des Luf tausgangsschlitzes 7 9 in einem Winkel 
und Bewegen des Kopfes in einer Richtung auf den stumpfen 
Winkel zu, der zwischen der Luftwand und dem Mikroskopob- 
jekttrager gebildet ist, wird das Entfernen von Wasser oder 
Puffer vom Objekttrager begunstigt. 

Fig. 7 zeigt mehrere typische Reagenzausgabemuster auf ei- 
nen Mikroskopobjekttrager . Die meisten Objekttrager haben 
eine Probenflache 132 und eine Flache zum Schreiben von In- 
formation auf den Objekttrager 134. Wegen der Art des Auf- 
bringvorgangs von Proben auf die Objekttrager kann eine Ge- 
webeprobe an irgendeinem Ort auf der Flache 132 vorhanden 
sein. Wie vorstehend erortert, tragt der dunne Film aus 
Puffer, der vorhanden ist, wenn Einf arbereagenz auf den Ob- 
jekttrager aufgebracht wird, dazu bei, sicherzustellen, daft 
Reagenz adaquat der Gewebeprobe zugesetzt wird, ungeachtet 
davon, wo die Probe liegt oder das Reagenz aufgebracht 
wird. Bei einer bevorzugten Ausf Uhrungsf orm des Apparates 
und des Verfahrens wird jedoch das Reagenz in einem Muster 
anstatt einem einzigen Ort ausgegeben, so daft der Abstand, 
den ein Reagenz durch den Flussigkeitsf ilm diffundieren 
mufl, verringert ist. Mehrere typische Reagenzausgabemuster 
sind dargestellt, obwohl andere Muster gleichermaften geeig- 
net sein konnen. 

Obwohl viele Einf arbevorgange durchgefUhrt werden k5nnen, 
ohne daft die Objekttrager erhitzt werden, konnen einige 
Einf arbetechniken verbessert werden, indem Warme zugefiihrt 
wird, so daft entweder die Inkubationszeit oder die Trocken- 
zeiten verkurzt sind, wodurch die Geschwindigkeit des Ge- 
samtvorganges erh5ht wird. Fur das Erwarmen von Mikroskop- 
objekttragern existieren zahlreiche Techniken und konnen an 
den vorliegenden Apparat angepaflt werden. Eine bevorzugte 
AusfUhrungsf orm einer derartigen Heizvorrichtung in Kombi- 
hation mit einem Mikroskopobjekttragerhalter , der einen 
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auswechselbaren Trog far mehrere Mikroskopobjekttrager hat, 
ist, beginnend mit Fig. 8, dargestellt - Diese Figur zeigt 
sechs Ansichten eines Troges 190, der zehn Standard-Mikro- 
skopobjekttrager rait 2,5 x 7,5 cm (1" x 3") tragen kann. 
Der Trog 190 ist in Form einer Reihe von einzelnen Wannen 
192 fur Mikroskopobjekttrager ausgebildet; der Ort eines 
Einzel-Mikroskopobjekttragers 130 ist in der am weitesten 
rechts liegenden Wanne der Draufsicht gemaB Fig. 8 mit ge- 
strichelter Linie dargestellt. Aus Grunden, die spater er- 
sichtlich werden, ist der Boden der einzelnen Wannen offen; 
diese Offnung wird ermoglichen, daft die Oberflache eines 
Heizblocks direkt den Boden jedes Mikroskopobjekttragers 
beriihrt. Einzelne Seitenwande 194 trennen jede Wanne 192 
gegenuber ihrer benachbarten Wanne, um einen zufalligen 
Kontakt mit FlUssigkeit zu verhindern (wie dies wahrend ei- 
nes Waschvorgangs auftreten kann) . Der of fene Boden der 
Wannen 192 erlaubt auch, daft Puffer durch die Unterseite 
des Troges 190 abflieftt, wo er abgeleitet wird, typischer- 
weise durch eine Abzugpfanne, die in spateren Figuren dar- 
gestellt wird. Die Seitenwande und die Haltelappen 196 hal- 
ten die Mikroskopobjekttrager eng in ihren einzelnen Wannen 
plaziert. An einem Ende der Wanne ist ein Spalt 198 vorhan- 
den, um ein leichtes Vergreifen eines einzelnen Mikroskop- 
objekttragers zwischen Daumen und Zeigefinger zum Einsetzen 
in den Trog und Herausnehmen aus dem Trog 190 zuzulassen. 

Herausnehmbare Troge 190 sind zur Erleichterung des Betrie- 
bes gestaltet, indem sie einen Benutzer in die Lage verset- 
zen, die Mikroskopobjekttrager in einen Ladetrog auflerhalb 
der Kabine, in welcher die Einf arbevorgange erfolgen, pla- 
zieren kann. Der Trog paftt auch genau in die anderen Ele- 
mente an dem passenden Ort auf der Basisplatte 22. Es sind 
jedoch andere Ausf uhrungsf ormen moglich, wie beispielsweise 
Ausfiihrungsf ormen, bei denen Mikroskopobjekttrager direkt 
in Permanentwannen plaziert werden, die innerhalb des Hal- 
terahmens des Apparates liegen. 
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Ein einzelner Heizblock, der mit dem Trog zu verwenden ist, 
ist in der Fig. 9 gezeigt. Es sind zwei Ansichten gezeigt, 
namlich eine Draufsicht 9A und eine Schnittansicht 9B. Wie 
am klarsten aus der Schnittansicht zu ersehen ist, ist die 
Oberflache des Heizblocks 200 in eine Anzahl von erhabenen 
Teilen 202 und Vertiefungen 204 unterteilt. Die Vertiefun- 
gen 204 sind so bemessen, daft sie genau auf die Unterkanten 
des Tragertroges 190 fur die Objekttrager passen. Wenn die 
Unterkanten des Troges 190 in diesen Vertiefungen plaziert 
sind, drucken die erhabenen Teile 202 nach oben in die of- 
fenen Unterseiten der Wannen des Troges und gelangen in en- 
gen Kontakt mit den einzelnen Mikroskopobjekttragern, wobei 
sie auch dazu dienen, den Trog 190 prazise zum Ort des 
Heizblockes 200 zu plazieren. 

Jeder der einzelnen Heizblocke 200, wie in der Fig. 9 ge- 
zeigt, kann zu einem Feld Mehrf achblocke, wie in der Fig. 
10 gezeigt, unter Verwendung von Montageblocken 206 und 207 
zusammengebaut sein. Es ist dann mSglich, jeden der Heiz- 
blocke individuell auf unterschiedliche Temperaturen zu 
heizen, wodurch gleichzeitig unterschiedliche Betriebstem- 
peraturen fvir unterschiedliche Reagenzkonf igurationen ohne 
Intervention der Bedienungsperson geschaffen werden konnen. 
Bei der in der Fig. 1 gezeigten Aus fiihrungs form wird jeder 
der einzelnen Heizblocke zum Zweck einer leichten Tempera- 
tursteuerung elektrisch geheizt. 

Die Heizblockbaugruppen konnen auf einer Entwasserungswanne 
montiert werden, die fur das Entfernen von Waschfluid be- 
reit ist. Fig. 11 zeigt in einer Draufsicht und einer Sei- 
tenansicht im Schnitt die in der Fig. 10 gezeigte Heiz- 
blockbaugruppe, die auf einer Entwasserungspf anne 205 mon- 
tiert ist, und vier Mikroskopob j ekttragertroge 190 tragt, 
von denen jeder zehn Objekttrager enthalten kann fur insge- 
samt 40 Mikroskopobjekttrager in einem f eststehenden Feld. 
Die Seiten des Mikroskopob jekttragertroges 190 verhindern 
eine Kontamination zwischen benachbarten Mikroskopob j ekt- 



- 25 - 



♦ • • • 

• ♦ ft • • 

• • • ^^^B 



tragern und der offene Boden des Troges 190 und der Raum 
zwischen den einzelnen Heizblocken 200 ermbglicht eine Be- 
reitschaft zum Abziehen von Waschfluid von den einzelnen 
Mikroskopobjekttragern. 

Fig. 12 zeigt in drei Ansichten verschiedene Komponenten, 
die bei der Zufuhr von Luft und Waschf lussigkeit zum Kopf 
30 verwendet werden. Obwohl Luft durch einen Druckluftbe- 
halter und Regler zugefiihrt werden kann, versorgt bei der 
in der Fig. 1 gezeigten Ausfiihrungsf orm ein Kompressor 170 
(und ein Ausgleichsvorratsbehalter) fiir Luft durch die fle- 
xible Leitung 172 zum bewegbaren Arm 30 und letztlich zur 
Hohlspitze 40. In dieser Leitung ist ein Luf tabschaltventil 
174 gelegen und wird durch eine Steuerungseinrichtung 150 
(in dieser Figur nicht sichtbar) gesteuert. Puffer oder 
Waschlosung wird durch eine Komponente zugefiihrt, die eine 
Lieferung von abgemessenen Flussigkeitsvolumina ermSglicht, 
wie beispielsweise eine kommerziell erhaltliche, elektrisch 
betatigte automatische Ausgabepipette . Der Puffer in einem 
Vorratsbehalter 182 wird durch die Zuf uhrleitung 184 der 
Verdunnungsvorrichtung 180 zugefiihrt und dann durch die Zu- 
f uhrleitung 18 6 zu dem bewegbaren Kopf 30 und letztendlich 
zu der Hohlspitze 40 zugefiihrt. Die in der Ausfiihrungsf orm 
gezeigte Verdunnungsvorrichtung 180 wirkt als ein Abschalt- 
ventil (shut-off valve) , so dali keine weitere Ventilaus- 
stattung erforderlich ist. Zusatzlich ist die Fliissigkeit, 
welche in der Leitung 18 6 vorhanden ist, im wesentlichen 
unelastisch und wirkt als ein Kolben zum Ansaugen oder Aus- 
geben von abgemessenen Volumina von Luft durch die Hohl- 
spitze 40. Wahrend eines Waschvorganges, wie vorstehend be- 
schrieben, sind beispielsweise sowohl die Leitung 186 als 
auch die Hohlspitze 40 am bewegbaren Kopf mit Waschf liissig- 
keit gefullt. Wahrend des Blasvorgangs wird Luft durch das 
Abschaltventil 174 freigegeben und blast Puffer aus der 
Hohlspitze 40. Da zu diesem Zeitpunkt die Verdunnungsvor- 
richtung 180 jedoch abgeschaltet ist, kann keine FlUssig- 
keit zwangsweise iiber die Leitung 18 6 in die Verdiinnungs- 
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vorrichtung 180 gelangen, sondern wird in der Leitung 18 6 
gehalten. Nach der Beendigung des Blasvorgangs und Aufneh- 
men einer Reagenzausgabespitze 90 auf dem Hohlspitzenkopf 
40 , wird der nachste Vorgang das Ansaugen von Reagenz aus 
einem Reagenzbehalter in die Pipettenspitze 90 sein. Selbst 
■ wenn die Menge der Flttssigkeit, die in der Leitung 186 zu- 
rQckgehalten wird, etwas variabel ist, ist somit der nach- 
ste Vorgang das weitere Anziehen der Flussigkeit in die 
Leitung 18 6 urn ein prazises Mali unter Steuerung der Steue- 
rungseinrichtung 150 und der Verdunnungsvorrichtung 180, so 
daft die tatsachliche Menge der Fltissigkeit, die in der Ver- 
sorgungsleitung 18 6 vorhanden ist, bei dem Bemessungsvor- 
gang keine Differenz erzeugt. Gleichermaften wird bei dem 
Ausgeben von Reagenzteilmengen auf die einzelnen Objekttra- 
ger Waschf liissigkeit nicht aus der Leitung 186 ausgestoften, 
da durch die Verdunnungsvorrichtung 180 nicht mehr Fliissig- 
keit in die Leitung 186 ruckgefiihrt wird, als ursprunglich 
angesaugt worden war. Somit wirken die Verdunnungsvorrich- 
tung 180 und die Flussigkeit, die in der Leitung 186 vor- 
handen ist, so, daft Luft mit dem gewiinschten Unter- und 
Oberdruck fur das Ausgeben von Reagenz auf die einzelnen 
Objekttrager zugefiihrt wird. 

Wie aus dem vorstehend beschriebenen Vorgang zu ersehen 
ist, ist ein Ventil 188 als Teil der Verdunnungsvorrichtung 
180 vorhanden, so daft die Verdunnungsvorrichtung Flussig- 
keit durch die geeignete Leitung 184 oder 186 fur unter- 
schiedliche Vorgange ansaugt und ausgibt. 

Wie fur den Fachmann klar zu ersehen ist, konnen viele der 
spezifischen Elemente, die in den Figuren gezeigt und vor- 
stehend beschrieben worden sind, durch andere Elemente er- 
setzt werden, die die gleiche Funktion ausiiben. Beispiels- 
weise konnen die XYZ-Schienen durch einen einzigen Roboter- 
arm ersetzt werden. Zusatzlich ist zu ersehen, daft die spe- 
zifischen Schienen, Motoren und anderen Einzelteile durch 
andere Teile mit aquivalenter Funktion ersetzt werden kbn- 
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nen. In einer bevorzugten Ausfiihrungsf orm der Erfindung 
wurden die XYZ-Schienen als kommerziell erhaltliche Gleit- 
schienen bezogen. Flir die X-Achsen- und Z-Achsenbe"wegungen 
werden durch eine lineare Bewegungsschiene und eine lineare 
Bewegungsf uhrung (Teil Nr. SR20W von THK) und einen 
Schrittschaltmotor (Teil Nr. 4023-819 fur die X-Achse und 
5017-009 fur die Z-Achse, beide von Applied Motion erhalt- 
lich) gesorgt. Die zwei Schienen des Y-Achsenwellensystems 
sind eine Linearlagerschienenbaugruppe (Teil-Nr. SRA-8-XS) 
und ein Linearlagerkissenblock (Teil Nr. - SPB-8-OPN-XS) , 
beide von Thomson erhaltlich; die Leistung entlang der Y- 
Achse wurde durch den gleichen Schrittschaltmotor zuge- 
fiihrt, der fttr die X-Achse verwendet wurde. Andere auf dem 
Markt erhaltliche Komponenten, die bei der in den Fig. 1 
bis 3 gezeigten Ausfiihrungsf orm verwendet wurden, umfassen 
einen Inc. Modell Nr. 107CA18-Kompressor der Firma Thomson 
Industries, eine automatische Verdunnungsvorrichtung Cavro 
XL-3000 und NAC-Ventile, ein Luf tabschaltventil Inc., Mo- 
dell Nr. 3 5 A- AAA- 0 AAA- IBA . Elektrische Verbindungen, Rohr- 
leitungen, Druckluf tvertei lungs systeme, Fills sigkeits vert ei- 
lungssysteme von einem zentralen Vorratsbehalter , und viele 
andere Komponenten, wie beispielsweise Halter fur eine 
Standardpipettenspitzenbox oder fur Reagenzbehalter sind 
von einer Vielzahl von Herstellern auf dem Markt erhalt- 
lich. Somit kann der Apparat gemaG der Erfindung aus kom- 
merziell erhaltlichen Fertigteilen auf die beschriebene Art 
und Weise mit einem Minimum an spezifischen Herstelltechni- 
ken hergestellt und zusammengebaut sein. Da der Blastrok- 
kenkopf (70 in den Figuren) nicht leicht erhaltlich ist, 
wird er typischerweise fur einen bestimmten Apparat, wie 
dargestellt, oder in einer ahnlichen Art und Weise herge- 
stellt, urn die Merkmale zu erzeugen, die in der vorstehen- 
den Beschreibung beschrieben sind. 

Die Zusammensetzung der Komponenten, aus denen verschiedene 
Teile hergestellt sind, konnen weit variieren, aber Kompo- 
nenten, durch welche Reagenzien hindurchgehen oder die po- 
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tentiell korrodierendes Reagenz oder Waschl6sungen kontak- 
tieren, werden typischerweise aus rostfreiem Stahl oder be- 
standigen Kunststoffen hergestelit, um Korrosion zu verhin- 
dern, Der Wasch-/Blaskopf ist typischerweise aus einem 
gieftbaren Kunststof f (wie beispielsweise Polyacrylat) , her- 
gestellt und kann durch ein Giefiverf ahren, ein Kunststoff- 
Formverf ahren oder eine Kombination der beiden in Abhangig- 
keit von der einzelnen Form, die von einem Benutzer gewahlt 
worden ist, hergestelit werden. Telle, die Verschleift aus- 
gesetzt sind, wie beispielsweise der Stiel des Wasch- 
/Blaskopfes 70 und der Hohlspitzenkopf 40 sind typischer- 
weise aus einem Hartkunststof f oder einem anderen Material, 
das verschleiftf est ist, hergestelit. 

Der Apparat wird typischerweise unter Steuerung eines Com- 
puters oder einer anderen programmierbaren Steuervorrich- 
tung betatigt. Bei den einfachsten Anwendungen, bei denen 
nur ein einziger Typ von automatischem Einfarben wiederholt 
durchgefuhrt wird, ist es moglich, entweder eine fest ver- 
drahtete Steuerungseinrichtung oder eine nicht programmier- 
bare elektronische Steuerung, wie beispielsweise einen Com- 
puter, der nach Befehlen von einem Nur-Lese-Speicher arbei- 
tet, vorzusehen. Bei bevorzugten Ausf iihrungsf ormen wird je- 
doch eine programmierbare Steuervorrichtung oder ein pro- 
grammierbarer Computer verwendet, so daft der Betrieb vari- 
iert werden kann. Die Software wird im allgemeinen mit dem 
Computer geliefert, so daft der Benutzer keine Instruktionen 
fur individuelle Bewegungen schaffen muft, sondern nur ge- 
eignete Bewegungen aus einem Menu auswahlt. In einem typi- 
schen Betrieb wiirde der Benutzer gefragt, um den Ort und 
das Volumen der Reagenzien, den Ort der zu behandelnden Ob- 
jekttrager und die Zeitdauer der verschiedenen Schritte, 
wie beispielsweise Inkubationszeiten (und falls notwendig 
Temperatur) , zu wahlen; alle anderen Vorgange werden durch 
die vorprogrammierte Instruktion durchgefuhrt, die in dem 
Speicher des Computers eingestellt ist, die die tatsachli- 
che Bewegung des bewegbaren Arms zu den passenden Orten und 
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die Aktivierung der verschiedenen Luft- und Fliissigkeits- 
steuersysteme steuert . 

Ein Schlusselschritt des Verfahrens, das' in dem automatic 
sierten Apparat gemafi der Erfindung verwendet wird, bein- 
haltet das Abblasen von uberschiissigem Reagenz Oder Puffer 
von der Oberflache des Objekttragers. Eine bevorzugte Aus- 
ftthrungsforrn der .Spitze, die bei diesem Blasvorgang verwen- 
det wird, ist in der Fig. 6 gezeigt, obwohl andere Spitzen 
mit Schlitzen fiir das Austreten von Luft-zum Schaffen einer 
Luftwand auch verwendet werden k5nnen. Durch Einstellen des 
Luf tdruckes, der Hohe des Schlitzaustritts oberhalb des Mi- 
kroskopobjekttr^gers und der Bewegungsgeschwindigkeit des 
Schlitzes kann das AusmafJ, in welchem die Flussigkeit von 
dem Objekttrager entfernt wird, variiert werden. Die Flus- 
sigkeitsmenge, die als diinner Film auf der Oberseite der 
Mikroskopobjekttrager vorhanden ist, ist ziemlich klein, 
typischerweise von 2 bis 25 ml, im allgemeinen von 3 bis 20 
ml und insbesondere von 5 bis 10 ml. Die zugehorige Flache 
betragt ungefahr 15 cm 2 und schafft ein typisches Volumen 
pro Oberflache von 0,13 bis 1,7 ml/cm 2 . Es ist jedoch 
schwierig, das tatsachliche Volumen, welches verwendet 
wird, zu bestimmen, da der Vorgang des Abblasens von Flus- 
sigkeit von der Oberseite eines Objekttragers bewirkt, daft 
Flussigkeit an anderen Teilen des Mikroskopobjekttragers" 
anhaftet, wodurch die Messung der verbleibenden Flussigkeit 
schwierig wird. Somit wird das Volumen der Flussigkeit, 
welches auf der Oberseite des Objekttragers am Ende des 
Blastrockenvorganges vorhanden ist, am besten empirisch be- 
stimmt. Das maximal zulassige Volumen wird durch das Ein- 
farbemittel bestimmt, welches verwendet wird, und dessen 
Konzentration in der Reagenzaufbringstuf e, da diese Fakto- 
ren die Endkonzentration des Einf arbemittels oder anderen 
Reagenz auf der Oberflache dieses Objekttragers beeinflus- 
sen. Historische Prozeduren, die fur die Objekttragerprapa- 
ration entwickelt worden sind, werden allgemein in Begrif- 
fen, wie besondere Reagenzkonzentration, Inkubationszeit 
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und Temperatur beschrieben. Demgemali ist es wiinschenswert, 
ein Mindestvolumen an Flttssigkeit auf dem Objekttrager zu 
schaffen, urn zu vermeiden, daft eine Anderung der Reagenz- 
konzentration gegeniiber dem in der Industrie verwendeten 
Standard auftritt. Durch Befolgen dieser Richtlinie ist es 
moglich, kommerziell erhaltliche, bereits hergestellte Ein- 
f arbemittelldsungen als Reagenzien zu verwenden. 

Andererseits kann zu wenig Flussigkeit auf einem Objekttra- 
ger insbesondere infolge von Verdampfen bei der Reagenzaus- 
breitung Probleme bereiten. Da Puffer einem Objekttrager 
vor dem Zusetzen von Reagenz zugesetzt wird und die Bewe- 
gung des bewegbaren Arms zum Aufnehmen von Reagenzaufbring- 
spitzen und Reagenzien Zeit beansprucht, mufi der Puffer auf 
dem Objekttrager bleiben, bis Reagenz zugesetzt wird, was 
weiterhin erst dann erfolgen kann, nachdem andere Objekt- 
trager prapariert worden sind. Da es effizienter ist, meh- 
rere Objekttrager auf einmal zu praparieren, anstatt wie- 
derholte Bewegungen des bewegbaren Arms und wiederholte 
Auf nahmebewegungen fur die unterschiedlichen Kopfe zu beno- 
tigen, wiirde ein typisches Mindestvolumen an Puffer die 
Menge sein, die ausreicht, urn eine Praparierung der letzten 
vier Objekttrager, ohne daJ3 eine gegebene- Spitze ausgewech- 
selt werden muB, zu erlauben. 

Der Luftdruck, die Hohe des Kopfes uber dem Objekttrager 
und die Geschwindigkeit des Kopfes zur Steuerung des Fliis- 
sigkeitsf ilms kann durch den Benutzer oder durch den Her- 
steller des Apparates gewahlt werden. Im allgemeinen wird 
immer der gleiche Luftdruck verwendet, urn diese Variante 
nicht in Betracht Ziehen zu miissen. Somit werden nur die 
Hohe des Kopfes und die Bewegungsgeschwindigkeit typischer- 
weise variiert. Je hoher die Hohe des Kopfes oberhaib des 
Ob j ekttragers ist, um so weniger Fliissigkeit wird entfernt. 
Je schneller der Kopf uber den Objekttrager bei einer gege- 
benen Hohe gefahren wird, um so weniger Flussigkeit wird 
entfernt . 
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Fur einen Standard-Mikroskopobjekttrager mit 2,5 x 7,5 cm 
{1 Inch x 3 Inch) Oberflache und eine Wasch-/Blasspitze mit 
der in der Fig. 6 gezeigten Form, erzeugen ein Luftdruck 
von 7 psi (0,5 atm) , eine Hohe von 2 mm (0,07 Inch) ober- 
halb der Mikroskopobjekttrageroberf lache und eine Bewe- 
gungsgeschwindigkeit von 7,5 cm/sec (3 Inch/sec) einen be- 
vorzugten Pufferfilm, der fur das Einfarben von vier Ob- 
jekttr£gern bei 25°C und einer relativen Luf tf euchtigkeit 
von 60 bis 80% geeignet ist, das heiflt der typischen Luft- 
f euchtigkeit , die innerhalb eines geschiossenen und in Be- 
trieb befindlichen Apparates gemafi der Erfindung vorhanden 
ist. 

Die in dem Apparat gemafi der Erfindung verwendeten Waschld- 
sungen kSnnen signifikant in Abhangigkeit von der verwende- 
ten Einf arbetechnik variieren. Eine typische Waschldsung 
ist eine waflrige Losung eines Tensids und kann andere Kom- 
ponenten enthalten, die bei der Ublichen Objekttr^gerher- 
stellung von Waschldsungen vorhanden sind, wie beispiels- 
weise Puffer. Bei bevorzugten Ausf uhrungsf ormen ist ausrei- 
chend Tensid vorhanden, urn eine Oberf lachenspannung in ei- 
ner Losung zu schaffen, die Equivalent der j enigen . ist , wel- 
che in Lbsungen vorhanden ist, die Wasser in den folgenden 
Tensiden bei den aufgelisteten Konzentrationen enthalten. 
Typische verwendete Tenside (mit in Klammern gezeigten Kon- 
zentrationen) sind TWEEN 20 (0,02 bis 2% v/v) , BRIT 35 
(0,05 bis 2% v/v) und TRITON X-100 (0,01 bis 1% v/v). Typi- 
sche verwendete Puffer (mit dem pH-Wert in Klammern) sind 
phosphatgepuf f erte Saline (7,6) und TRIS-CL (7,6). Der 
Kurze halber wurde in der Beschreibung und in den Anspru- 
chen haufig von Wasser als Waschfluid oder das Fluid, wel- 
ches in einem besonderen Schritt zu entfernen ist, gespro- 
chen. Es ist klar zu ersehen, dafl dieses "Wasser" im allge- 
meinen eine waftrige Losung von Puffer und Tensid oder ir- 
gendeinem Einf arbereagenz sein kann. 
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Es ist klar zu ersehen, dafi der Apparat und das Verfahren 
gemali der Erfindung bei jeder Einf arbetechnik verwendet 
werden kdnnen, die manuell ausgefiihrt werden kann, und daft 
es keine Begrenzungen der Erfindung durch die Einf arbetech- 
nik gibt. 

Der Apparat gemafi der Erfindung kann eine Anzahi von weite- 
ren Komponenten aufweisen, die fur die Erleichterung des 
Betriebes konzipiert sind. Beispielsweise kdnnen Entwasse- 
rungstroge mit Ausgangsleitungen zu Abwasserbehaltern ent- 
weder einzeln unter den Komponenten des Apparates oder als 
ein einziger EntwSsserungstrog vorgesehen sein, und es kann 
ein Sammelsystem fUr den gesamten Innenraum des Geraterah- 
mens vorgesehen sein. In einem typischen Apparat hat der 
Rahmen die Form einer Kabine mit einem Innenraum, in wel- 
chem alle Vorgange stattfinden. Eine schliefibare Zugangs- 
pforte (beispielsweise Tiir) ist vorgesehen, urn eine Bedie- 
nungsperson in die Lage zu versetzen, verschiedene aus- 
tauschbare Komponenten in den Kabineninnenraum zusatzlich 
einzusetzen. Es kann eine transparente Tur vorgesehen sein, 
um ein zufalliges Verspriihen von Fliissigkeit (wie bei- 
spielsweise wahrend eines Trockenvorganges) in den Rauirij in 
welchem der Apparat steht zu verhindern, wahrend die Bedie- 
nungsperson des Apparats gleichzeitig in die Lage versetzt 
wird, den korrekten Betrieb visuell zu uberprttfen. Andere 
wahlweise Merkmale, die in dem Apparat enthalten sein kon- 
nen, umfassen Vorrichtungen, die dazu dienen, den Betriebs- 
wert sicherzustellen, gegeniiber elektrischem Schlag zu 
schutzen, zu verif izieren, dafi eine geeignete Spitze ge- 
wahlt worden ist und sauber in dem Spitzenkopf plaziert 
worden ist, oder um Objekttrager in einem Mikroskopobjekt- 
tragertrog oder anderen Behalter fur Mikroskopobjekttrager 
optisch abzutasten, so dafi eine menschliche Bedienungsper- 
son nicht einmal Information in den Computer eingeben mufi . 
Solche Information konnte beispielsweise durch einen Stan- 
dard-Strichkode geliefert werden, der an einem einzelnen 
Mikroskopobjekttrager, dem Reagenzbehaiter oder einer ande- 
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ren Komponente befestigt ist. Es kbnnen mehrere Reagenzbe- 
halter vorgesehen sein, so da!3 unterschiedliche Einfar- 
bungsvorgange unter Steuerung des Strichkodes und des Com- 
puters und dessen vorprogrammierter Software durchgefQhrt 
werden konnen.. 



- 34 - 



94 929 964.8 
BIOGENEX LABORATORIES 



UG/gh/ml 



Patentansprliche 

1. Automatischer Einfarbungsapparat (10) mit: 
einem Halterahmen (20) ; 

einem Arm (30), der in drei Dimensionalen bewegbar am Rah- 
men (20) befestigt ist; 

Mitteln zum Bewegen des Arms; 

einem am Arm angeordneten Hohlspitzenkopf (40); 

Mitteln zum abwechselnden Zuftthren von positivem oder nega- 
tivem Gasdruck zum Hohlspitzenkopf; 

einer auswechselbaren Wasch/Blas-Spitze (70) mit einem Aus- 
gangsschlitz im wesentlichen mit einer Lange gleich der 
Breite des Mikroskopobjekttragers (130), wobei die 
Wasch/Blas-Spitze (70) so ausgebildet 1st, daB sie mittels 
einer vorgewahlten Bewegung des Arms an dem Hohlspitzenkopf 
(40) losbar befestigbar ist; 

einem Wasch/Blas-Spitzenhalter (80) an einem ersten fest- 
stehenden Ort am Rahmen; 

einem Reagenz-Aufbringspitzenhalter (100) an einem zweiten 
f eststehenden Ort am Rahmen zum Halten einer Reagenzauf- 
bringspitze (90); wobei die Reagenzaufbringspitze (90) so 
ausgebildet ist, daB sie an dem Hohlspitzenkopf durch eine 
vorgewahlte Bewegung des Arms (30) losbar befestigbar ist; 



einem Reagenzbehalterhalter (120) an einem dritten festste- 
henden Ort am Rahmen (20) ; 

einem Mikroskopobjekttragerhalter (140) an einem vierten 
feststehenden Ort am Rahmen (20), wobei der Mikroskop-Ob- 
jekttragerhalter so ausgebildet ist, dafl er den Mikroskop- 
Objekttrager (130) auswechselbar enthalten kann; und 

einer Steuerung zum Steuern der Bewegung des Arms zwischen 
den Orten, so dafi der Spitzenkopf (40) die Wasch/Blas- 
Spitze oder die Reagenzauf bringspitze (90) in Antwort auf 
die Bewegung des Arms (30) , gesteuert durch die Steuerung, 
aufnimmt und an einen oder mehrere Orte bewegt, urn ein Rea- 
genz in den Reagenzbehalter aufzunehmen oder das Reagenz 
auf den Objekttrager auszugeben oder ein Gas oder eine 
Fliissigkeit durch die Wasch/Blas-Spitze uber dem Objekttra- 
ger auszugeben. 

2. Apparat nach Anspruch 1, wobei der Halterahmen (20) 
eine Kabine mit einem Innenraum aufweist, und alle besagten 
Orte in dem Innenraum angeordnet sind. 

3. Apparat nach Anspruch 1, wobei die Kabine eine 
schlieftbare Zugangsof f nung hat. 

4. Vorrichtung nach Anspruch 1, wobei der Arm (30) ent- 
lang unabhangiger X-, Y- und Z-Schienen fur eine unabhangi- 
ge Bewegung des Spitzenkopf es (40) in drei rechtwinklig 
aufeinander stehenden Richtungen lauft. 

5. Apparat nach Anspruch 1, wobei der Arm (30) bei Abwe- 
senheit von Zufuhr von Leistung zu der Einrichtung zum Be- 
wegen des Arms an einem feststehenden Ort bleibt. 

6. Apparat nach Anspruch 1, wobei die X- und Y-Schienen 
in der Horizontalebene des Apparates ausgerichtet sind, 



wenn der Apparat in seiner normalen Betriebsausrichtung 
ist . 

7. Apparat nach Anspruch 1/ wobei der Apparat weiterhin 
einen FliissigkeitsvorratsbehSlter in wahlbarer Fluidkommu- 
nikation mit dem Hohlspit zenkopf (40) aufweist. 

8. Apparat nach Anspruch 1, wobei die Einrichtung zum 
Zufuhren von Gasdruck einen Druckgas-Vorratsbehalter Oder 
einen Kompressor (170) aufweist. 

9. Apparat nach Anspruch 1, wobei die Einrichtung zum 
Zufuhren von Druckgas eine feststehende Menge Gas durch den 
Spitzenkopf (40) Ziehen oder freigeben kann, wobei die 
feststehende Menge durch die Steuerung wahlbar ist, wodurch 
eine bemessene Menge Flussigkeit von einer Reagenz-Auf- 
bringspitze, die am Hohlspitzenkopf befestigt ist, abgezo- 
gen oder freigegeben wird. 

10. Apparat nach Anspruch 9, wobei die Einrichtung zum 
Zufuhren von Druckgas einen bewegbaren Kolben hat, der die 
Flussigkeit in einer Flussigkeitsversorgungsleitung zwi- 
schen dem Flussigkeitsvorratstank und dem Hohlspitzenkopf 
(40) steuert. 

11. Apparat nach Anspruch 10 , wobei die Einrichtung zum 
Zufuhren von Druckgas einen Druckgas-Vorratstank oder Kom- 
pressor aufweist, wobei bewegbare Kolben und die Einrich- 
tung zum abwechselnden Wahlen des Vorratstanks oder des 
Kolbens dazu dienen, Gas durch den Spitzenkopf (40) freizu- 
geben oder herauszuziehen . 

12. Apparat nach Anspruch 1, wobei die Wasch/Blas-Spit ze 
(70) an dem Hohlspitzenkopf (40) uber eine PreJipassung 
befestigt ist. 




13. Apparat nach Anspruch 12 , wobei der Wasch/Blas-Spit- 
zenhalter (80) so ausgebildet ist, dafi er die Wasch/Blas- 
Spitze (70) am Halter freigibt, wenn der Spitzenkopf (40) 
vom Arm (30) auf die Wasch/Blas-Spitze (70) gedriickt wird, 
und der Spitzenkopf (40) vom Halter in einer ersten Rich- 
tung relativ zum Halter abgezogen wird. 

14. Apparat nach Anspruch 12, wobei der Wasch/Blas-Spit- 
zenhalter (80) so ausgebildet ist, dafi die Wasch/Blas- 
Spitze (70) vom Spitzenkopf (40) entfernt werden kann, wenn 
die Wasch/Blas-Spitze (70) an den Spitzenkopf in den 
Wasch/Blas-Spitzenhalter (80) eingesetzt ist, und der Spit- 
zenkopf vom Halter in einer zweiten Richtung relativ zum 
Halter abgezogen werden kann. 

15. Apparat nach Anspruch 1, wobei der Reagenz-Aufbring- 
spitzenhalter (100) so ausgebildet ist, dafi er einen Behal- 
ter verfugbarer Spitzen (90) zuruckhalt, wodurch die Spit- 
zen durch den Behalter als ein Feld von Spitzen in einer 

f estliegenderi Ausrichtung fur den Zugriff durch den Spit- 
zenkopf zuriickgehalten werden. 

16. Apparat nach Anspruch 1, weiterhin mit einem oder 
mehreren zusatzlichen Haltern fur Reagenzbehalter an fest- 
stehenden Orten am Rahmen. 

17. Apparat nach Anspruch 1, wobei der Apparat weiterhin 
.eine Heizeinrichtung (200) fur Mikroskopobjekttrager an dem 
vierten Ort aufweist. 

18. Apparat nach Anspruch 1, wobei der Apparat weiterhin 
einen auswechselbaren Mikroskoptrog (190) hat, der so aus- 
gebildet ist, dafi er eine Vielzahl von Mikroskop-Ob jekttra- 
gern in einem ersten Feld des vierten Ortes halten kann. 



19. Apparat nach Anspruch 18, wobei der Trog (190) indi- 
viduelle Wannen fur Mikroskop-Objekttrager hat und die 
Wannen teilweise an ihrer Unterseite of fen sind. 

20. Apparat nach Anspruch 19, weiterhin mit einer Mikro- 
skop-Objekttrager-Heizflache, wobei, wenn der Trog (190) 
mit irgendwelchen Mikroskop-Objekttragern in dem Trog in 
den Mikroskop-Objekttragerhalter (140) eingesetzt wird, die 
Mikroskop-Objekttrager die Heizflache liber die teilweise 
offene Bodenflache der Wannen kontaktiert. 

21. Apparat nach Anspruch 20, wobei einzelne Segmente der 
Heizflache durch die Steuerung gesteuert werden, wobei fur 
die Segmente unterschiedliche Temperaturen geschaffen wer- 
den. 

22. Apparat nach Anspruch 1, wobei die Steuerung einen 
programmierbaren Computer aufweist. 

23. Apparat nach Anspruch 1, wobei die Steuerung bewirkt, 
daft Gas durch die Wasch/Blas-Spitze geblasen wird, wenn die 
Wasch/Blas-Spitze horizontal liber den Mikroskop-Objekttra- 
ger bewegt wird. 

24. Apparat nach Anspruch 1, wobei die Steuerung bewirkt, 
daft eine Reagenzspitze (90) an dem Spitzenkopf (40) ein 
feststehendes Volumen des Reagenz aus dem Behalter zieht 
und fur den Transport halt, dann bewirkt, dafi der Spitzen- 
kopf (40) zu einem Ort oberhalb eines Mikroskop-Objekttra- 
gers (130) in dem Mikroskop-Objekttragerhalter (140) lauft, 
und dann bewirkt, daft die Reagenzspitze (90) ein festste- 
hendes Volumen des Reagenz auf den Mikroskop-Objekttrager 
(130) freigibt- 

25. Verfahren zum Aufbringen eines wasserloslichen Gewe- 
bereagenz auf einen Mikroskop-Objekttrager, auf welchem Ge- 
webeproben aufgebracht sind, wobei das Verfahren aufweist: 



Aufbringen eines Wasserfilms auf eine horizontale obere 
Flache des Objekttragers; und 

Aufbringen des Reagenz auf den Wasserfilm in einem Muster, 
das nicht ausreicht, die Objekttrager-Oberflache vollstan- 
dig zu bedecken, wenn der ObjekttrSger trocken ist, wodurch 
das Reagenz durch den Film diffundiert, urn im wesent lichen 
die gesamte Oberflache zu erreichen. 

26. Verfahren nach Anspruch 25, wobei -der Film ein Volu- 
men von 0,13 bis 1,7 Mikroliter pro Quadratzentimeter Ober- 
flache hat. 

27. Verfahren nach Anspruch 25, wobei das Wasser nicht- 
wassrige Komponenten gelost oder suspendiert enthalt. 

28. Verfahren nach Anspruch 27, wobei das Wasser einen 
grenzf lachenaktiven Stoff enthalt. 

29. Verfahren nach Anspruch 28, wobei das Wasser weiter- 
hin einen Puffer enthalt. 

30*. Verfahren zum Einfarben eines Gewebes auf einem Mi- 
kroskop-Objekttrager, mit: 

Aufbringen von uberschussigem Wasser auf einen Mikroskop- 
Objekttrager, der so ausgerichtet ist, daft er eine horizon- 
tale Oberflache hat, auf der das Gewebe liegt; 

Entfernen des Wassers von dem Objekttrager durch Blasen ei- 
nes Gases uber die horizontale Flache durch einen Schlitz, 
wahrend der Schlitz horizontal liber die Flache in der Nahe 
der Flache bewegt wird, wobei auf der Flache ein Wasserfilm 
verbleibt ; 

Aufbringen eines Reagenz auf die Oberflache in einem Strom 
oder intermittierend in einem Muster, das so ausgebildet 




ist, dafi es ein Diffundieren des Reagenz durch den Wasser- 
film erlaubt, wobei das Muster nicht ausreicht, die Ober- 
flache vollstandig zu bedecken, wenn die OberflSche trocken 
ist; und 

Zulassen, dafi das Reagenz das Gewebe auf der Oberflache 
farbt. 

31. Wasch/Blas-Spitze fUr einen automatischen Einfar- 
bungsapparat, mit: 

einem Hohlkorperelement , das aus wenigstens zwei losbaren 
Teilen besteht, die einen Innenhohlraum haben, der zugang- 
lich ist, wenn die Teile gelost sind; 

einem linearen Ausgangsschlitz, der eine Fluidkommunikation 
zwischen dem Innenhohlraum und der Aufienumgebung, welche 
die Spitze umgibt, schafft, wobei der lineare Ausgangs- 
schlitz so ausgebildet ist, daft er im wesentlichen eine 
Lange hat, die identisch mit der Breite eines Mikroskop-Ob- 
jekttragers ist; 

einer Einrichtung zum entfernbaren Befestigen des Hohlkor- 
perelementes an einem Spitzenkopf in dem Apparat und Vor- 
sehen eines Zugangs zum Innenhohlraum fur Gas Oder Fliissig- 
keit, die durch den Spitzenkopf zugefuhrt werden. 

32. Spitze nach Anspruch 31, wobei die Einrichtung zum 
losbaren Befestigen eine hohle Rohre aufweist f die mit dem 
Innenhohlraum in Verbindung steht, und so ausgebildet ist, 
dafi sie durch eine Presspassung mit dem Spitzenkopf ver- 
bunden werden kann. 
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